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تشخیص هم‌زمان باکتری‌های بیماری‌زای لیستریا منوسایتوژنز. اشرشیا کلی 0157:17 و حنس 
سالموئلابه روش ۳0 7:۱۷:0۱ در سبزیجات آماده مصرف 


صفیه رجب زاده شاندیز. معصومه بحرینی "* میرزا محمدرضا شریف مقدم" 


تاریخ دریافت: ۱۳۹۴/۰۳/۳۱ 


چکیده 


آلودگیهای باکتریایی مواد غذایی یکی از مهمترین مسائل در زمینه ایمنی مواد غذایی میباشد.لذا استفاده از روشهای تشخیصی سریع و دقیق حائز 
اهمیت است. یکی از مهم ترین این روشهاء تکنیک مولکولی +۳ است که امکان تشخیص دقیق و با حساسیت بالا در مدت زمان کم. از مزایای آن 
است. اما در صورتیکه تسخیص چندین باکتری بیماریزا مد نظر باشد.(۳۱۳)0) ۳ 11016«لبهترین گزینه خواهد بود. در این تحقیق از سه 
باکتری‌لیستریا منوسایتوژئ, اشرشیا کلی 0157:77)و جنس سالمونلا (سالمونلا انتریکا سرووار تیفی موریوم) که از باکتریهای بیماریزای مهم منتقل 
شده از طریق آب و مواد غذایی هستند استفاده شد و به کاهو که نمونه ای از سبزیجات پر مصرف در تهیه سالاد های آماده است. تلقیح و با روش 
بطور همزمان شناسایی شدند. بدین منظور مخلوطی از پرایمر های اختصاصی مربوط به باکتریها یعنی. 717۸( پروتئین تهاجمی ۸)برای جنس 
سالمونلا با ۲۸۳۴ جفت باز. 077۸|پروتتین افزايش دهنده نسخه برداری از ژنهای عامل ویرولانس) برای لیستریا منوسایتوژنزبا ۲۱۷ جفت باز و 770 (ژن 
مسئول تولید آنتی ژن 0157) برای‌اشرشیا کلی 57:17 )با ۰ جفت باز:به همراه استخراج شده از مخلوط سه باکتری تلقیح شده به کاهو و 
ساير معرف های واکنش )۳ به یک لوله واکنش منتقل و همزمان 1 آشدند. با این روش, امکان تشخیص همزمان سه باکتری بیماریزای فوق با 


حساسیت ۱0]/2امکان پذیر شد. 


واژه های کلیدی: باکتریهای بیماریزای غذازاد: سبزیجات آماده مصرف د ۳4 30( ۱04 


مقدمه 


آلودگی‌های باکتریایی موادغذایی» یکی از مهم‌ترین مسایل در 
حوزه سلامت عمومی است. علیرغم افزایش ایمنی در حوزه 
موادغذایی» مسمومیت ناشی از مصرف مواد غذایی الوده پیوسته 
افزايش می‌یابد (2006 ,.۵ 2 حصتکاً ,60021,1996ظ). در بیشستر 
کشورها که دارای سیستم گزارش‌دهنده و مستندسازی این دسته از 
بیماری‌ها هستند» در طی چند دهه اخیر افزایش قابل توجهی از 
بیماری‌های مذکور دیده شده است. بطوری که در ایالات متحده 
آمریکاه پس از بیماری‌های تنفسی و ریوی» مسمومیت ناشی از مصرف 
مواد غذایی در درجه دوم اهمیت قرار دارد (2007 ,۰۷۷۳1۵ در 
مطالعات صورت گرفته در ایالات متحده آمریکه مشخص شده است 


۱- دانشجوی کارشناسی ارشد میکروبیلوژی. گروه زیست شناسی, دانشکده علوم 
پایه, دانشگاه فردوسی. 
۲- استادیان گروه زیست شناسی دانشکده علوم پایه» دانشگاه فردوسی مشهد 
0۱۵۵۴ )املع تحص : اتمصصط) 
90 3( 1022067/15 :101 


( تویی سول 


که ۲/۲ تا ۱۲ میلیون مورد بیماری‌هاءه ناشی از غذا بوده که در اثر ۷ 
باکتری بیماری‌زای مهم حادث شده و هزینه سالیانه بین ۵/۶ تا ۳۵ 
میلیون دلار در برداشته است. به‌عنوان مثال در سال ۲۰۱۰ میلادی» 
۰ مورد " سالمونلوزیس انسانی در اروپا گزارش شده است ( 
1 ,./ # [1ع۵).در سال ۰۲۰۱۲ ۴۰۰۰ عفونت گزارش شده 
ناشی از اسرشیا کلی * مربوط به سروتایپ 0157:۳17) بوده است 
(2012 ,2۳5۸) و در همین سال» عفونت شایعی نیز توسط لیستری۸ 
منوسایتوژثر گزارش شده است که سبب ۱۴۶ مورد بیماری و ۲٩‏ مورد 
مرگ شده است (0 ,2012 ,2011 ۲70 . 


سالمونلا یکی از مهم ترین باکتری‌های بیماری‌زای مواد غذایی 
دررفبطه وان ات که یاف بیقارش سالش ورین در اسان و 
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حیوان می شود مهم ترین سرووارهای این جنسء سالمونلا انتریکا 
سرووار تیفی موریومو سالمونلا انتریکا سرووار انتریتیدیس " است 
(2002 .۵ 2 ۳16715]20). گونه‌های سالمونلا عموما سبب 
همراه است. تب تیفوئید» بدون عارضه اسهال. تنها از طریق تماس 
مستقیم انسانی يا مصرف غذاهای آلوده با منشا دامی ایجاد می‌شود. 
لیستریا منوسایتوژنزنیز به‌عنوان یک بیماری‌زای انسانی و حیوانی 
شناخته شده است که عامل چندین عفونت است و تحت عنوان 
لیستریوز شناخته می‌شود. بطورکلی این باکتری قادر است به سیستم 
(2005 ,۵1 ۶ )7حاحصضآ-017ل). مصرف مواد غذایی آلوده مانند 
سبزیجات» شیر و محصولات گوشتی و توجه به این نکته که اين 
باکتری حتی در دماهای پایین زنده است و توان تکثیر دارده می‌تواند 
منبع مهمی در بروز عفونت‌های تک‌گیر و يا همه‌گیر باشد. 
اسرشیا کلی137:]77) یکی دیگر از باکتری‌های بیماری‌زای 
میم انسانی است که سبب بروز کولیتهموراژیک ؟ سندرم اورمی 


همولیتیک و ترومبوسیتوپاتیکپورپورا می‌شود ( .41 6 ع008تاعصتم 
6 یهاد سس مومیه ابا ریا مرف غلای لودساز همه 
جای دنیا گزارش شده‌است. شدت این بیماری و میزان کم باکتری 
برای ایجاد عفونت ( کمتر از ده عدد باکتری) سبب شده است که اين 
باکتری به‌عنوان یکی از عوامل بیماری‌زای مهم غذایی مطرح باشد. 
دام‌ها بزرگترین مخزن اين باکتری هستند و گوشت و شیر دام‌های 
آلوده مهمترین منبع آلودگی انسانی هستند (1989 ,نهک 
تشخیص و شناسایی باکتری‌های بیماری‌زا به‌منظور حفظ سلامت 
و ایمنی غذا از اهمیت ویژه‌ای برخوردار اسست. روش‌های مبتنی بر 
کت وقمارشن مکرزار کاس ها یکی از ش اون تین روف ها نود 
و تحت عنوان روش‌های کلاسیک مرسوم است. اساس این روش‌هاء 
کشت باکتری در محیط کشت‌های مختلف و دست‌یابی به کلنی‌های 
قابل رویت» در یک محیط جامد انتخابی و در ادامه انجام ازمایشات 
بیوشیمیایی جهت تشخیص نهایی باکتری است ( ,.21 6 125508 
0 بطوری که جهت رسیدن به جواب منفی ۲ تا ۳ روز و جهت 
بدست آوردن جواب مثبت تایید شده. ۷ تا ۱۰ روز کاری» زمان لازم 
است. علاوه بر این حجم زیادی محیط کشت و معرف استفاده 
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می‌شود. که مقرون به‌صرفه نمی‌باشد (2003 ,کلا/و12). 

طی سال‌های آخیر روش‌های مبتنی بر سید نوکلمیک در زمینه 
میکروبیولوژی مواد غذایی گسترش زیادی یافته است چرا که نسبت 
به روش‌های مبتنی بر کشت مزایای بیشتری از جمله دست‌یابی به 
نتیجه در زمان کوتاه‌تر.ه حساسیت و اختصاصیت بالادارد ( 6 12550 
2 ۵ ۸۵۸۲ :2010 ./). آمروزه ۲۳۶ به‌عنوان 
یک روش مناسب و موفق» جهت تشسخیص باکتری‌های بیماری‌زا 
مطرح است ( ,۳50186 24 360۲200 :2004 ,.۵ ۶ لصهعد۳۲ 
2 ۰ صطقک :2007 .]۵ ۶ 15277001 :2007) و در همین 
راستاء اخیرا استانداردهای بین‌المللی در جهت استفاده از تکنیک ۳0۴ 
برای تشسخیص باکتری‌های بیماری‌زای غذا زاد تدوین شده است. 
(20836:2005 ۰ 150/15 .۰ 20837:2006 .۰.۰ 150/15 190 
6 1 

لازم به ذکر است که همین روش در صورتی که برای نمونه‌های 
متعدد بصورت جداگانه بکار برده شود بسیار وقت‌گیر خواهد بود. لذا از 
تکنیک (۳0)۲۱۳۴0 00111016 استفاده می‌شود ( .۵1 ۶ 170 
3 .60 55/0 ,2011 ,.7 6 202 ۷۷ ,2012). 9۱۳0/۶ قادر است 
مخلوطی از ژنوم باکتریایی مختلف را در همان مدت زمانی که برای 
صرف زمان مقرون به‌صرفه است. از این روش جهت تشخیص و 
شناسایی انواع باکتری‌های بیماری‌زای مواد غذایی استفاده شده است 
و محققین زیادی توانسته‌اند با کمک این تکنیک چندین نمونه باکتری 
بیماری‌زای مختلف را هم زمان در ماده غذایی شناسایی کنند. به‌عنوان 
مثال 166 وهمکارانش ( ۲۰۱۴) توانستند با این تکنیک بطور همزمان 
باکتری‌های اشرشیا کل ی157:117(), اسیلوس سرتوس * ویبریو پا 
همولیتیکوس» گونه های سالمونلا» لیستریا منوسایتوژتزرو 
استافیل وک وکوس اورئوس ۲ را در کاهوی آلوده شده. تشخیص دهند. 
جات و همکارانش (۰)۲۰۱۳ تکنیک 7۳01 را جهت تشسخیص 
همزمان ۵ باکتری بیماری‌زای مواد غذایی شامل استافیل وک وکوس 
اورئوس, لیستریا منوسایتوژنز, اشرشیاکلی 37:17 ](), گونه‌های 
جنس سالموتلا و پرسنی انتروکلیتیکا ۱ در گوشت خوک که بطور 
مصنوعی آلوده شده بود بکار بردند. در سال 16170 و همکارانش 
(۲۰۰۵)» متد ترکیبی 70۳0 و ۳۵۲ را جهت تشخیص مولکولی 
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گوشت خوک» گاو و جوجه بکار بردند. 

در تحقیق حاضر با توجه به اهمیت موضوع و بهینه‌سازی روش» 
کاهو به‌عنوان یک سبزی آماده مصرف انتخاب و با مخلوطی از سه 
باکتری سالمونلا تیفی موریوم. لیستریا منوسایتوژنز و اشرشیا کلی 
7 در غلظت‌های مختلف بطور مصنوعی, آلوده گردید و 
استفاده شد. 


مواد و روش‌ها 


سویه‌های باکتریایی و شرایط کشت 

گونه‌های باکتریایی استفاده شده در این تحقیق عبارت بودند از: 
سالمونلا انتریکا سرووار تیفی موریوم ۱۳۲0/۱709 و لیستریا 
منوس‌ایتوژتر 1298 ۳16 خریداری شده از مرکز کلکسیون 
میکروبی ایران و اشرشیا کل ی129000157:۳77 ۲0( 
خریداری شده از مرکز کلکسیون بین‌المللی.از سه سویه باکتریایی ذکر 
شده در محیط تریپتیکاز سوی براث" ,8 129 01۷ ,۲8۳۴) 
کل ,۵010 و در دمای ۲۷ درجه سانتی‌گراد کشت شبانه تهیه 
شد. بعد از گذشت ۲۴۳-۱۸ ساعت و مشاهده رشد کافیء با خواندن 
جذب آنها در طول موج ۶۰۰ نانومتر و مقایسه با غلظت ۰/۵ مک 
فارلند و همچنین شسمارش کلنی, تعداد باکتری‌ها محاسبه گردید. 
سپس توسط سرم فیزیولوژی استریل رقت‌های سریال [«/۱۰"۵38 تا 
"۰ تهیه گردید ( ۵,2009 # تطتصهون ,۵۰2004 ۶ ۳۳22۷۵۲ 


استخراج 0۳۸ 

در این تحقیق سه روش استخراج ۸( مورد استفاده و بررسی 
قرار گرفت. ابا کشت شبانه حاصل از هر کدام از سویه‌های باکتریایی 
در دور ۱۰۰۰۰۵ به مدت ۵ دقیقه سانتریفوژ شد. فاز مایع دور ريخته و 
توده سلولی دو بار با سرم فیزیولوژی استریل شستشو داده شد و در 
نهایت در !۲۰۰ سرم فیزیولوژی حل شد. 

در روش جوشاندن ابتدا سوسپانسیون میکربی ۱۰ دقیقه در حمام 
آب جوش و سپس ۱۰ دقیقه در دمای ٩۵‏ ۲۰- نگه داشته شد و به 
مدت ۲ دقیقه در دور 2 ۱۴۰۰۰ سانتریفوژ شد فاز مایع که حاوی 
۸( بود به ویال استریل منتقل و در فریزر 6 ۲۰- نگهداری شد 
(2005 .۵ ۶ 1>2725211). 

روش دیگر استفاده از کیت استخراج ۸( بیونیر (شرکت بیونیر 
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کره) بود که مطابق دستورالعمل کیت انجام شد. استفاده از پروتئیناز 
> و ایزو پروپانل به همراه ۱۰ دقیقه گرمادهی در حمام آب ۶۰ درجه 
سانتی گراد و استخراج ۲2۸ با کمک ستونهای فیلتردار و بافر 
مخصوص, از ویژگی‌های این کیت است. 
در روش سوم از کیت استخراج 103۷۸ مخصوص باکتری‌های 
گرم مثبت شرکت دنا زیست "(شرکت دنازیست. ایران) استفاده گردید 
و مطابق دستورالعمل کیت استخراج انحام شد. در این روش با استفاده 
از گلوله‌های کوچک شیشه‌ای, ابتدا دیواره سلولی باکتری‌ها تخریب و 
در ادامه با استفاده از آنزیم‌های پروتئینا 16 1۳۱۸2964 لیزوزیم" و 
مراحل متوالی گرم خانه گذاری در حمام آب گرم و سرمادهی در یخ» 
فرانید اراس کیان پر مود نز آرتع رس ۹( کوییط هر یک 
از روش‌هاء جهت تائید حضور و خلوص 1۷۸ و درس‌تی روش 
استخراج از دستگاه نانودراپ- 8-)۲۱۹۳ فتوراهمه ع۷ ۱ 
(ولا) استفاده شد.این دستگاه قادر است غلظت ۸( را با قرائت 
جذب نوری آن در طول موج ۲۶۰ نانومتر و غلظت پروتئین (که ممکن 
است بصورت ناخالصی همراه با 1۸( باشند) را با قرائت جذب 
نوری‌اش در ۲۸۰ نانومتر بدست آورده و با اندازه‌گیری نسبت جذب 
۰ به ۰۲۸۰ خلوص 1۸ را نشان دهد. 


شرایط ۳۱ و هام۳6 

اسامی پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه و توالی آنها در 
جدول ۱ لیست شده است.ژن‌های انتخابی عبارت بودند از: ژن 17۷۸ 
(مسئول تولید پروتئین تهاجمی)آدر جنس سالمونلاه ژن [:(آنتی‌ژن 
7 در اشرشیا کلی ۵1537:7و ژن 7774 (فعال کننده نسخه 
برداری از ژن‌های بیماریزا) "در لیستتریا منوسایتوژنز. علاوه بر این 
پرایمر عمومی ژن 1150۸ 165 به‌عنوان کنترل داخلی» جهت تائید 
حضور 100/۸ باکتریایی مورد استفاده قرار گرفت. 


شرایط ۳0۵۸۵۱6 

همه واکنش‌های ۳0۶ در حجم آل ۲۵ و با استفاده از کیت 
0 10060) (شر کت جنت بیو کره) انجام شد. مقادیر استفاده شده 
عبارت بودند از: بافر (2/5(1۱۰«۵)) ۱/۵2 (لر۰)255012/5 آنزيم 
0 پلیمراز ([۵17/۲ 1۳50/41)1050۷۲(۵/2۳ ۰۲ پرایمرهای 
رفت و برگشت (001 10) از هر کدام [1۳. 12۸ استخراج شده از 
هر نمونه [ل(۲» آب مقطر دیونیزه [15/4. سپس نمونه‌ها در دستگاه 
ترمو سیکلر («صمصنون وتعاهمن اقصصه‌طا,10-18201100ظ) با 


615026 

7 0 

5 12۷7۵5101 0۳0۲۵10 ۸ 

۲ م۷1۳۱ عطا ۵۶ 201۷7200۲ ههام01 وصه ]9 
0157 مهع10۸11 


۱۰/۸ نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران؛ جلد ۰۱۳ شماره4 فروردین- ارد بب‌هشت ۱۳۹۶ 


شرایط دمایی و برنامه زمانی زیر قرار داده شدند:واسرشت‌سازی اولیه 
در ۸۴۳۰6 ۵ دقیقه؛ ۲۵ سیکل واسرشت‌سازی در ۸۴۶ ۲۰ ثانیه؛ 


اتصال آغازگرها در ۰۵۵۰0 ۲۰ ثانیه؛ سنتز قطعه مورد نظر در ۰۷۲۶6 
۰ ثانیه و گسترش نهایی در ۸۷۲۶ ۷ دقیقه. 


جدول ۱- لیست پرایمرهای استفاده شده در واکنش ۶ و 1۱۳1 


منبع طول قطعه تکثیر ده توالی پرایمر ژن هدف نام باکتری 
۳ ۸ 000 100 001 00۸ 100 11۸ ۸۸۵ ۲-0۲60 
3 0 00 284 ۵ 0۸۸ 001 0۸۵ 100 3-10۸ از ۸ ۵17۱07۱61 
ی 0 00۸ ۸200 100 10۸ -۲ 
۳ 0 217 ۸ 001 ۸۵۲1۸ 00۸ 10۸ - 4 5 51۵1 ] 
0 ۲ ۵( 
3 0 420 0 1( /" 1577 :1۲.601 
.1 
۵ ,عطعز[ 1460 0 100 101 10۸ 0171 ۸0۸ :27۳ 161 زج 
6 ۲ ۲ 1۸0 ]10 00۲ 00071۸ :14927 2۷۸4( ی 


شرایط ۱۷۲۳۱۷0۱6 ۳۵ 

در اين قسمت نیز حجم نهایی واکنش ۲ ۲۵ و حجم ۲۱۷۸ 
مخلوط سه باکتری آلا ۳ بود. در واکنش 0۳0 جفت پرایمرهای 
اختصاصی هر کدام از باکتری‌هاء با حجم‌های تعیین شده بهمراه 
سه باکتری. حجم نهایی با آب مقطر دیونیزه به آل| ۲۵ رسانده و به 
دستگاه ۳0۶ منتقل شد. مقادیر و حجم های مورد نیاز جهت انحام 
وااکنش 10۳01 عبارت بودند از: بافر(۱۰۶) 2/51 ۷۲۵012( ]2510) 
آب2/5 آنزيم 744 پلیمراز (ل۲/نا۰0/5)۵ (۳۱)108(/6 0۳۲۳9۱ 
پرایمرهای رفت و برگشت (۳۳0 10) لیستریا منوسایتوژنز و اشرشیا 
کلی 0157:۳771 و جنس سالمونلا در ۸0/8 آب مقطر دیونیزه 
در ۸۳۰6 ۲ دقیقه؛ ۲۵ سیکل واسرشت‌سازی در ۸۴۶ ۲۰ ثانیه؛ 
اتصال آغازگرها در ۸۵۷۰6 ۳۰ ثانیه؛ سنتز قطعه مورد نظر در ۸۷۲۰6 
۰ ثانیه و گسترش نهایی در ۷۲۰ ۱۰ دقیقه. 


تلقیح به کاهو 

کاهو از فروشگاه‌های محلی خریداری و سپس به قطعات ۱ گرمی 
برش و توزین شد. جهت استریل کردن کاهو, مطابق زیر عمل شد. 
ابتدا قطعات ۱ گرمی کاهو در محلول هیپوکلریت سدیم ۸۳ به مدت 
۵ دقیقه قرار داده شد. سپس چند قطره از محلول تیوسولفیت سدیم 
۱ درصد به ظرف آب مقطر استریل حاوی قطعات کاهو اضافه و بعد از 
۲ دقیقه قطعات کاهو از این محلول خارج شسدند اين کار به‌منظور 
حذف باقیمانده‌های کلر از کاهو بود. در ادامه قطعات کاهو سه بار با 
آب مقطر استریل شسته شده و جهت خشک شدن آب اضافی به زیر 
هود لامینار با شرایط استریل منتقل شدند. در نهایت به‌منظور استریل 


۱۹ 


نهایی ۲۰ دقیقه زیر لامپ ۷ قرار داده شدند (هر طرف کاهو ۱۵ 
دقیقه). در انتها قطعات کاهو به ظروف کاملا استریل منتقل و در 
یخجال نگهداری شدند ( ۶ ۲102710 .۵/.,2014 6 لصته‌تطظ 


تحصیای۱۷۵ .2006 .]۵ 6۶ 015ا1۳. 2007 و.آ۵ ۶۶ )0اداظ2000.۳ .اه 
4 61. 


برای اطمینان از آلوده نبودن تکه‌های کاهو و صحت شرایط 
اس‌تریل بکار رفته»,چند تکه از کاهوها طبق روش‌های استاندارد 
میکروبیولوژی به مدت ۲۴ ساعت در محیط بافر پپتون واتر" انکوبه 
شدند وسپس بر روی محیط‌های اختصاصی هر یک از باکتری‌ها 
(دنللا ار یرای سالموتلا, اکسنورد آگاربرای لیستری منوسايتوژتز و 
سوربیتول مک کانکی آگار برای اشسرشیا کلی 0137:777) کشت 
گردیدند (20836:2005 150/15 20837:2006 150,150/15). 

جهت تلقیح به کاهوی استریل, ابتدا از سه سوش باکتریایی 
سالمونلا انتریکا سرووار تیفی موریوم. لیستریا منوسایتوژنز و اشرشیا 
کلی0157-777 در محیط 181 کشت شبانه تهیه و پس از تعیین 
غلظت و تهیه رقت‌های سریال, از هر کدام از غلظت‌های اه 
۴ تا ۱۰۰۱۰۱۰ به ۱ گرم کاهوی استریل تلقیح شد. سپس هر 
یک از قطعات کاهو در 101 ۲۰ بافر پیتون واتر کشت و به مدت ۶ 
ساعت در ۳۷۰ گرمخانه گذاری شدند و بعد از مخلوط کردن, ل ۱ 
از محلول برداشته و جهت کارهای مولکولی استفاده شد. یک نمونه 
بدون تلقیح نیز به‌عنوان کنترل منفی استفاده شد ( ,.۵1 6 1۳202 
0 .۸ ۰ عصاط ,2014 .۵1 2 ۲۵6 ,2013). 

جهت بررسی و بهینه‌کردن شرایط ۳ ابتدا هر یک از 
سویه‌های باکتریایی بطور جداگانه به سطح کاهو تلقیح و شرایط ۳018 
بهینههسازی شد و سپس جهت بررسی و امکان تشخیص مخلوطی از 
باکتری‌ها به روش 1036 مخلوطی از سه باکتری بیماری‌زای فوق 


به کاهو تلقیح شد و طبق روش ذکر شده در بالا استخراج 1۸ از 
نمونه‌ها صورت گرفت. 


در سالهای اخیر مصرف سبزیجات تازه و آماده مصرف در بین 
بیماری‌های عفونی غذازاد شده است. استفاده از آب‌های سطحی آلوده 
عامل اصلی آلودگی سبزیجات با باکتری‌های بیماری‌زای غذازاد 
می‌باشد (بحرینی و همکارن» ۰۱۳۹۰ 2006 ,026). از اين‌رو استفاده 
از سبزیحات تازه و آماده مصرف که اغلب بصورت خام و یا با حداقل 
فرایند آماده و مصرف می‌شونده بعنوان یک خطر بزرگ برای سلامت 
عمومی محسوب می‌شوند و به همین خاطر تشخیص سریع, به موقع 
و دقیق باکتری‌های بیماری‌زا دارای اهمیت خاصی است و یافتن 
روش‌های تشخیصی سریع و دقیق نیاز است. 

امروزه روش‌های مبتنی بر اسید نوکلتیک (۳۳۵۴ ب۳0۵) 
نسبت به روش‌های مبتنی بر کشت به خاطر مزایای زیادی که دارد 
بالا» در زمینه میکروبیولوژی مواد غذایی گسترش زیادی یافته است 
(2012 ,اقطمتامصعنم »۸۵۸۵ :2010 ۵۱۰ ۵1 ط0ع29ل). 

در این تحقیق برای دست‌یابی به یک روش دقیق و حساس که 
بطور همزمان بتواند چندین عامل بیماریزا را تشخیص و زمان و 
مصرف مواد را کاهش دهد از روش 10۳0 استفاده گردید. برای این 
منظور ابتدا سعی شد استخراج ۲2۸ که یک مرحله اساسی و مهم در 
این روش می‌باشد بهینه‌سازی گردد. 

ابتدا طبق روش 1627725216 و همکاران از روش جوشاندن برای 
استخراج ۸( استفاده شد. این روش برای هر سه باکتری خالص 
لیستریا منوسایتوژتر قبل از تلقیح به کاهو و در تمامی غلظت‌های 
آن‌ها از احط/باه ۱۰۳ تا "۱۰انجام و ۳۵۶ گذاشته شد و بعد از انجام 
الکتروفورز باند مربوط به تکثیر ژن‌های هدف هر کدام از باکتری‌های 
فوق» روی ژل آگارز بررسی شد. اين روش توانایی استخراج ۲۱۱۸ 
برای دو باکتری سالمونلا انتریکا سرووار تیفی موریوم و اشرشیا کلی 
7 اقبل ازتلقیح به کاهو داشت اما نتوانست بعد از تلقیح به 
کاهو 12۸ آن‌ها را استخراج کند. همچنین این روش کارایی لازم 
جهت استخراج 2۸ لیستریا منوسایتوژتشر قبل و بعد از تلقیح به 
کاهو را نداشت. کیت بیونیر روش دومی بود که استفاده شد. این کیت 
با توجه به استفاده از پروتئیناز 16 و ایزو پروپانل به همراه ۱۰ دقیقه 
گرمادهی در حمام آب ۶۰ درجه سانتی‌گراد و اسستخراج ۵۸( با 
ممانعت کننده ۳۶ را دارد. این روش قادر به اسستخراج ۸( دو 


تشخیص هم‌زمان باکتری‌های بیماری‌زای لیستریا منوسایتوژنز اشرشیا کلی... ۱۰۹٩‏ 


باکتری سالمونلا انتریکا سرووار تیفی موریوم و اسرشیا 
کلی0137:۳77 قبل و بعد از تلقیح به کاهو بود. ولی توانایی استخراج 
۸ لیبس تریا منوس‌ایتوژنر که یک باکتری گرم مثبت با دیواره 
سلولی محکم است. را نداشت. در نهایت از کیت دنازیست استفاده 
شد. آنزیم لیزوزیم و مهره‌های کوچک شیشه‌ای موجود در این کیت 
بهخوبی توانست دیواره سلولی لیستریا منوسایتوژتر را در هم شکسته و 
سایر ترکیبات ممانعت‌کننده ۳0۶ مانند ترکیبات پروتئینی و باقی 
مانده‌های 11۸ توسط آنزیم‌های پروتئیناز ک1 و 181۸256 را کاملا 
حذف کند و توانست 10۷۸ هر سه باکتری فوق را قبل و بعد از تلقیح 
به کاهو استخراج کند. بر اساس این نتایج» روش موجود در کیت دنا 
زیست به‌عنوان بهترین روش استخراج 100۷۸ باکتری‌های بیماری‌زای 
بکار رفته در ادامه تحقیق. استفاده شد. 

مرحله بعدی بهینه‌سازی روش 0۳1 با استفاده از پرایمرهای 
مناسب بود. برای این کار ابتدا پرایمرها از متون تخصصی و مقالات 
نوشته شده در این رابطه انتخاب و پس از بررسی با ۱0۵15۲۸۹۲ 
و اطمینان از داشتن حساسیت و اختصاصیت بالا و عدم داشتن واکنش 
متقاطع با سایر باکتری‌های هم جنس و غیره» مورد اسستفاده قرار 
گرفتند. ژن‌های انتخاب شده جهت طراحی پرایمرها عبارت بودند از: 
ژن 17۸ برای گونه‌های سالمونلا. اين ژن مسئول تولید پروتئین 
تهاجمی در تمامی گونه‌های‌سالمو0 بوده و مهم‌ترین عامل ویرولانس 
ی باکت میب شود یرای ام کل 097۳۶ این 
تن کد کنتدهلیپوپلی‌سا کارید 190157 بودهه اختضاصتی ضروتار 
ی ری 
برای این باکتری بوده و در تمامی مراحل رشد باکتری بیان می‌شود. 
علاوه بر این 770 ۱18۸ فقط در سلول‌های زنده تولید شده و حضور 
دارد و بعد از مرگ سلول به سرعت تجزیه می‌شود. 

ژن 74 فعال‌کننده نسخه‌برداری از ژن‌های ویرولانس لیستریا 
منوسایتو[تراست و مارکر خوبی جهت تشخیص این گونه می باشد. 
علاوه بر این پرایمر عمومی ۸ 165 به‌عنوان کنترل داخلی» 
جهت تایید حضور 1۸ باکتربایی مورد استفاده قرار گرفت. سپس 
جهت ارزیابی اختصاصیت پرایمرهاء هر جفت از پرایمرهای طراحی 
شده برای هر باکتری بطور عملی بررسی و ارزیابی شدند ( 61 ۳۵:1 
6 بدین صورت که واکنش ۳6 برای هر کدام از باکتری‌ها 
بای راگن با دای اعتصاضی بای یگ کداف فو ها یه 
نشان داد که پرایمر هر باکتری اختصاصی همان باکتری است و با دو 
باکتری دیگر واکنش نمی‌دهد (نتایج نشان داده نشده است). 

حساسیت 0 نیز با رقت‌سازی سریال از سوسپانسیون میکروبی 
و تهیه غلظت‌های 8/۳1 ۱۰۳ تا ۰ و در ادامه با گذاشتن 
عاهمتی۳0۴ از هر کدام از این غلظت‌ها مورد ارزیابی قرار گرفت 
(2014 1۰ ۶ 166).در نهایت از داده‌های بدست آمده توسط ۳0 


۱۷۰ نشربه پژوهشهای علوم و صنابع غذایی ابران. جلد ۱۳. شماره!. فروردین- اردببهشت ۱۳۹۶ 


جهت طراحی یک 00۳0 کارا» استفاده گردید. 

جهت بهینه‌سازی ۳۴ از غلظت‌های لاه ۱۰۳-۱۰۵-۱۰۶- 
۱۰۲-۱۰۳۳ و۱۰ متعلق به سه سویه باکتریایی» بطور جداگانه قبل 
از تلقیح به کاهو. ۳0 گذاشسته شد.نتایج حاصله نشان داد که 
حساسیت این روش تا میزان ۱۵/۳1 برای هر کدام از باکتری‌ها 
می‌باشد (شکل‌های ۱ تا ۲). 

در روش 70۳65 طراحی و انتخاب پرایمر بسیار مهم و حائز 
اهمیت است (۵/.,2013 6 طهنا)) و رعایت دو نکته اصلی ضروری 
می‌باشد. 

اول اينکه نقطه ذوب (1) پرایمرهاه شبیه یا نزدیک بهم باشد و 
دیگر اینکه طول قطعات ژنی تکثیر شونده مربوط به هر یک از ژن‌ها 
نزدیک بهم بوده و اختلاف زیادی نداشته باشند (۸۲.2012 6 حعط)) 
و در عین حال به اندازه کافی اختلاف وجود داشسته باشد که بتوان 
براحتی قطعات ژنی را از هم تشخیص داد. در صورت عدم رعایت هر 
(29,2008وط0۷۲۵۱۱0۵۵0). 

جهت بهینه‌سازی یک برنامه ۳ مشترک برای هر سه باکتری 
همانطور که در بالا ذکر شد ابتدا 6اعذه؟۳0 برای هر یک از آن‌ها 
گذاشته شد و بعد با استفاده از داده‌های بدست آمده و با اندک تغییرات 
جزئی» *17۳01 با مخلوطی از ۸((آهای استخراج شده سه باکتری 
مورد آزمایش به همراه وارد کردن جفت پرایمرهای هر باکتری در یک 
لوله انحام شد. نتایج نشان دادکه سه جفت پرایمر در واکنش 10۳/۴ 
بطور جداگانه عمل کرده و تشخیص با اختصاصیت بالایی انجام شد 
(نتایج نشان داده نشده است). 


شکل ۱- واکنش ز نجیرهای پلیمراز .مود 5۱07۵11 توسط ژن 17۷۶۸ 
0۰ 06۲ داح موی امومع وامصمی ماحععوحن 
طول قطعه تکثیر شونده: ۲۸۶۳۲۳ 


عصنلمعمص۸ 1 


شکل ۲- واکنش زنجیرهای پلیمراز 0157:1۳77 1.»01توسط زن .11۳ 
0 ۲0و۵۵ سب ماج ۱۵2211۷۵ حطول 
قطعه تکثیر شونده:۶۲۰0 
100 *10 10*۶ 19 تال تلا او . با 6۳ 


شکل ۲- واکنش زنجیرهای پلیمر ا ز1.7:070010207165توسط زن 
4 00 0۱۷۵ نامهم ۱۵۵۵۷۵ عن) 
۰ 01067 ۱2-<,1 طول قطعه تکثیر شونده:0217 
سپس )10۳ برای سه باکتری خالص با توجه به داده‌های 
بدست آمده از ۳0/1 تک» طراحی و انجام شد (شکل ۴). 


۳ 6 106 105 10* 103 10۶ 10۶ 1080 


( 420 :۶.6۵۱1 
مد 284:اع5 
۵( 217:نا جا 


شکل 2- »۳ *۷۳16:016 مربوط به سه سویه باکتریایی 
(۵۵0۵5)217 ۲۵۱۵۵۲۲۵ ۲۰۵0۵۱۱۵157:۳۲77)42000(۱]۰ 
(۵ 284 .5:0۲ د1[هدهصا52 رقبل از تلقیح به کاهو. 100 1-120067 
۱۷و۵0 کب رامصم ۱6226۷۵ عسومط 


دمای اتصال پرایمرها" در واکنش ص۳0 برای هر کدام از 


باکتری‌های بیماری‌زا ۵۵۴6 و در واکنش 10۳01 این دما ۵۷*6 بود. 
البته واکنش 0۳01 در دمای ۵۵*6 نیز انجام پذیر بود ولی باندها 
وضوح کمتری داشتند لذا جهت بهتر کردن وضوح باندهاء دماهای 
پایین تر و بالاتر از ۵۵۴0 آزمايش شد که در نهایت دمای ۵۷۹۵ با 
داشتن بالاترین وضوح انتخاب شد. 

برای مخلوط سه باکتری نیز با غلظت‌های ۱۰*۵/1-*۱۰- 
۱۰۲-۱۰۲۳-۱۰-۴ و "0۳0۱۰ گذاشته شد. نتایج نشان داد که 
این روش قادر است مخلوط سه باکتری را به میزان 1060/1 

کنترل منفی و مثبت به ترتیب شامل نمونه فاقد 0۷۸ و نمونه 
حاوی 1۸ سویه استاندارد مورد نظر. برای کلیه تست‌ها به همراه 
سایر معرف‌های لازم جهت واکنش ۳ .گذاشته شد. 

اجادگ 10> *10 102 103 104 103 10۴ با 6 


شکل 0۳۵-۳ زن ۲13۸ ۱۳ سویه اشرشیا کلی 0157:۳17 پس 
از تلقیح به کاهو با رقت‌های سریال 00 100 1<120007 
امصصم اوه کب واماجم ۱۵2201۷۵ عن) 


بعد از بهینه‌سازی روش‌های ۳ و 10۳01 با نمونه‌های خالص 
باکتریایی» رقت‌های مختلفی از سه باکتری فوق به کاهو تلقیح شد. در 
اینجا علاوه بر کنترل مثبت (سویه استاندارد)» نمونه‌ای از کاهوی 
بدون تلقیح» به‌عنوان کنترل منفی نیز در نظر گرفته شد. بعد از 
استخراج ۸( ۰ جهت اطمینان از حضور باکتری‌ها در نمونه‌های 
تلقیح شده از پرایمر عمومی ژن 118۸ 165 به‌منظور کنترل داخلی 
(2009 ,۵1 4 اصلصتتع0)) استفاده و نمونه‌ها ۳0۶ شدند. در اینجا 
فقط عکس مربوط به سویه اشرشیا کلی 0157:17 آورده شده و 
همانطور که در شکل ۵ نشان داده شده است تمام رقت‌های تلقیح 
شده از باکتری دارای باند می‌باشند 

جهت بررسی میزان حساسبت ۳0۴ در ماده غذایی. ابتدا 
۴ تک برای هر کدام از باکتری‌ها از غلظت ۱۰۳0/2 تا ۱۰۳آنها 
گذاشته شد. شکل‌های ۶-۳ تا ۸-۳ نمونه‌های الکتروفورز شده متعلق 
به انجام *۳01 هر یک ازسویه های باکتریایی بعد از تلقیح به کاهو را 
نشان می‌دهند. هدف از گذاشتن ۳۶ تک برای نمونه‌های جدا شده 
از سطح ماده غذایی» اطمینان از کاربرد و عملکرد مناسب ۳0۴ با 
همان حساسیت و اختصاصیتی است که با آزمایش بر روی نمونه‌های 


تشخیص هم‌زمان باکتری‌های بیماری‌زای لیستریا منوسایتوژنز اشرشیا کلی... ۱۱۱ 


کشت خالصء حاصل شده بود. نتایج نشان دادکه حساسیت ۳0۴ به 
میزان تشخیص 08/501 ۱ برای هر کدام از باکتری‌ها می‌باشد. 
0 104 10۶ 10۶ 0 10 106 0 ] 


شکل 7- واکنش زنجیرهای پلیمراز رقت‌های سربال 5/707۵ 
۰ با زن ۶۲۸.پس از تلقیح به کاهو.1000۳ 1,<۱20007 طول 
قطعه تکثیر شونده:0284ظ 
او ن بلاج ۵220۷۵6 ع) 


شکل ۷- واکنش زنجیرهای پلیمراز رقت‌های سریال :ام 
7 با ژن ۰:0 پس از تلقیح به کاهو. 06220۷6 حعن 
اماصی ۷نانو0۵ ۷ مامتاصیی 1000۰ 006۲دا طول قطعه 


تکثیرشونده:90420 


شکل ٩‏ نتایج حاصل از لکتروفورز واکنش 3۳61 از مخلوط سسه 
باکتری تلقیح شده به سطح کاهوه با غلظت های سریالی تن ۱۰۶ 
تا" ۱۰ رانشان می‌دهد که در حقیقت هدف اصلی این تحقیق تشخیص 
همزمان باکتری‌های سه‌گانه فوق در نمونه غذایی» به روش 10۳1 
با تکثیر ژن‌های هدف و اختصاصی هر کدام از باکتری‌های جدا شده 
از نمونه غذایی می‌باشد. در واکنش 70۳01 نیز مخلوطی از 1((1۸ 
سه باکتری بیماریزا با غلطت‌های ۱۰۳تا ۱۰۱ گذاشته شد. نتایج 
حاصله نشان داد که با این روش می‌توان از نمونه ماده غذایی مخلوط 
سه باکتری را تا میزان 0/101 ۱ تشسخیص و شناسایی کرد که در 
مقایسه با تحقیقات سایرین نتیجه بسیار مطلوبی است. 


۲ نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران. جلد ۱۳. شماره! فروردین- اردیبهشت۱۳۹۶ 


]. 4 105 105 10* 103 10* 104 0 


شکل ۸- واکنش زنجیرهای پلیمراز 0 - توسط ژن 
4 پس از تلقیح به کاهو. حبن باماصدی ۱۵2201۲۵ حعن 
اماصی 10000۰0051676 006۲داح طول قطعه 


تکثیرشونده:90217 


۱ 10*7 105 10510* 103102 10+>10 ۳ ۶ 
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شکل -٩‏ ۳ ۷161016 مربوط به سه سویه باکتریایی 
(1۰۳0۵0۵0۲۵۵۵۵6)217 و(42000) ۲,۵0۵۱1۵157:۳17 
(0۳ 284) .م5 »5۵/۱۵0۸۱۵11 , بعد از تلقیح به کاهو 100 1120067 


۳ 
09۲۵ ن با0متاصی ۱۵220۲۵ ع) 


تصتصصون و همکارانش (۲۰۰۹) متد ۳0 را جهت تشسخیص 
۳ باکتری بیماری‌زای لیس‌تریا منوسایتوژنزه سالمونلا انتریکا 
سرووارنیفی موریوم و اشرشیا کلی 0137:117 از تخم‌مرغ مایع کامل» 
بکار بردند. توانایی این روش» تشخیص ۱۰16611/25( ۱۰ باکتری در 
01 ۲۵ تخم مرغ مایع) بود. ۳227۷26 و همکارانش (۲۰۰۴)» 
محصولات تازه (سبزیجات و سالادهای آماده بسته‌بندی) را با آب 
آلوده شده, به طریقه مصنوعی, شستشو داده و سپس جهت تشخیص 


منابع 


۳ باکتری بیماریزای لیستریا منوسایتوژنز, سالمونلا تیفی موریوم و 
اشرشیا کلی 0۵137:777 از روش ۳0 16 ۲621 استفاده کردند. با 
بکارگیری روش فوق, اشرشیا کلی 0157:737 و جنس سالموتلا در 
مقادیر 010/۳01 ۱و ۱۰ به ترتیب و لیستریا منوس‌ایتوژنر تا مقدار 
الیل ۱۰۰۰ قابل شناسایی بود نه کمتر.در تحقیق مشابه دیگری 
که توسط ۸12۲008 وهمکارانش (۲۰۰۴) انجام گرفت تکنیک 
۶ جهت تشخیص سه باکتری بیماری‌زای مواد غذایی یعنی 
لیستریا منوسایتوژنر جنس سالمونلا و استافیلوکوکوس اورئوس با 

سیت تشخیص به میزان ۵۷0/۳01 ۷۹ و ۲۶۰ (به ترتیب) بکار 
برده شد. با توجه بکارهای انجام شده توسط سایرین که بدان اشاره 
شد. می‌توان نتیجه گرفت که اين روش با داشتن حساسیت و دقت 
بالا در حد تشخیص 010/101 ۱ می‌تواند جایگزین روش‌های سنتی 
شود. 


روش 10۳/1 به‌عنوان یک روش سریع با امکان تشخیص هم 
زمان چندین عامل بیماری‌زا هم در زمینه‌های پزشکی و هم صنایع 
غذایی بسیار مورد توجه و استفاده قرار گرفته است. در اين تحقیق 
امکان تشخیص سریع و هم زمان سه باکتری فوق‌العاده بیماری‌زای 
منتقل شده از طریق مواد غذایی یعنی لیستریا منوسایتوژنره جنس 
ولا و شرا کل ۵92 یا اختضاصیت و خسامتیت بالا از 
حد تشخیص 080/501 ۱ به روش 10۳0 از کاهو بهینه‌سازی شد. 
کاهو از سبزیجات پرمصرف در تهیه سالادها می‌باشد و با توجه به 
اینکه در بین مواد غذایی» سالادها به‌عنوان آلوده‌ترین ماده غذایی 
شناخته شده‌اند (فرامرزی و همکاران ۱۳٩۱‏ بحرینی و همکاران 
۰ این روش می‌تواند به امکانی جهت تشسخیص سریع و زود 
هنگام باکتری‌های بیماری‌زا و در ادامه» جلوگیری از عواقب خطرناک 
بعدی» تبدیل شود. 


تشکر [ قدردانی 

بدین وسیله از دانشگاه فردوسی مشهد به خاطر امین کلیه 
امکانات این تحقیق (گرنت شسماره ۳/۳۱۰۳۶) تشکر و قدردانی به 
عمل می‌آید 


بحرینی م» حبیبی نجفی م ب. باسامی م ر عباس زادگان م» بهرامی ء اجتهادی ح, ۱۳۹۰ ارزیابی بار میکروبی سبزیجات تازه طی مراحل 
فرآوری با روش حداقل فرایند در یک واحد بسته بندی» نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران» (۰۷)۳ ۰۲۳۵-۲۴۲ 
فرامرزی ط جنیدای دهقانی س. ۱( بررسی آلودگی باکتریایی مواد غذایی در سطح عرضه مناطق غرب تهران. محله دانشگاه علوم پزشکی 


تشخیص هم‌زمان باکتری‌های بیماری‌زای لیستریا منوسایتوژنز اشرشیا کلی... ۱۱۳ 
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164-1۰ :108 ,۷۸6۲۵۵0 ۳۵۵0۵0 ۵ ول ۲۱/۵۳۱۱۵0۳۵ ۷6۵6620165 ۹2120 0۶ 162۷65 10012160 حطم دنا ۸ 

۶ وعمتا0٩‏ لمح 1۳۵05 ,0۲۲حم( رتقصصن؟. ممتمنا جههممتباظ ‏ فظ1. ,2012 پ(رطتتمطاند وعلده ۳۵۵0 صوعممعاظ) ۴۳9۸ 
(442) مدای /52160 ۳۲0۵0 صوع2010.۳۲0۵ ما فعلمهعطاای0 مصمم-۴000 قصه فاصه‌هض۸ 2۵08۵116 720080565200 

که مطا ۵۶ وتورلممه امممتاعصظ مصوعع‌تامجعن 2004 و.ظ.ظ مصتاصجن) 24 .9.۳ وتول ۳۱2۲ وگ مصنانا وم ۷۷۵۵0 بیظ م۲2۵۵ 
.2689-7۰ ,150 ,۱۷۲۱۵۲۵0101085 رکتاع:ع فباااتمظ م1 وعصمع ۵۶ «اتص] 

و0110175:۳17 0101و گم ممتامعاع0 فنامم‌صه)ا ناما ,2009 وب رئلاهطنه۱ فصع .ظ رئلوبعصهن ره ر۱28012 ریق متطتصتهن 
733-۰ و(20)8 ,/0۳۳۵) ۲۵۵۵ یکان۲ 0۱اه را دمصععمارنمصمحط ه19)671 قمع .م5 12مممحاه 

6 11۷ 0۴ 20217915 قیامممم)آبژی فصح زور۳۵ .2013 و2 صهینهصه ,0۳۲ تامط2 با عصه2 ,۲ م2 و۷۲ عصع1ل 2۶ صفیت 
627-۰ :231 ونچع 1661071010 ۵۱0 ۵566۲61 ۲۵0۵ ۱۱۰۵۳۵۵۵۱ ,)۳ ۱۲10۱6 ناه هصلونا دلعامده منصععمطاهم 

نمی معط متامنام گم پزمتبتای تقتامات 2 :مه ازهیاو ۱ [مجمصصلهو .2002 و۰۷۰ مناج[ 20 ۷۰ ملع زن۱۷۵)2 وبا ب‌های۲۱۵1 
1-۰ ,129 ,۲۱661101 بو 067۱۱0۱۵( 

مجح ممناهعاع0 فطا »۶0 0مطامجظ لهه۳۱۵۲120 - فتاه عصتلعع1 تمصتصه مه 1000 ۶ برومامزم0ن۷۲۱۵ ر11290-2:1998 190 
.01 12۱۱۵۱۱۱۵۲۰۵۱۵11 2 ۲۵۲۲ -عممعع۵ ۵0۵00۲۵ ه611]ون1 ۵۶ ط210تمحصناهم 

طمهتعصصصه مه ممنامع060 عط م1 0مطامحط [۳۱۵۲120۵/2 - باه مهصتلعع1 اممرتصج مج 1۵0۵0 ۵۶ ۷۵۲۵01010۵ ,16654:2002 190 
۰ 0۲۱1و 0۶ 

۰ 0112 «رمحم52 ۵۶ ممنامعاع0 معط 10 0مطاعصط [ه)م۳۱۵۲20 - کبااو ومتلعع1 امحصتصه مه ۵۶1۵00 رومامزمامهن ,6579:2002 90[ 

۷ ۸ :005طامصظ لهزمامتمنص 17۵اهصع) ۵۱ و2010 .۷۸ ,020 مهنونا 4صه بخ رملم1رق؟ ر.ظ ونان ون 12056015 ,۷۰ ,25501 
710-0۰ ,27 ون«و ۱۸۱۵0۳1۵10 ۲۵۵۵0 ردلهانن 9616010101 220 

۸٩۲ ۱6۷5, 69, 341-۰‏ ,10005 1 قصهعمط)2 )1۵06060 05مطاعجطر محصتا-ل62؟ هملمماه0۵7 4۵ وم‌ممعالقط) ,2003 بشما رقلاک 2[ 

40 ۷۷2۲۵۲ طا پرالوزم 1۳۱ لمزطامم۷]1۱ ,2006 و۲۷۷۰ ,۱۷۲ رکل۳161 20 یک با مصهتصطصهط و.ظ یلا۲ و 210218 ول م1002 بلط ,11218 
۱۷6۳۵۱009 ۱۱۷۱۲۰۵۱۱۱۱۵۱۵ ۵۱۱01 4۵/20 .حصتت اوه ۱۱0۳ دا ملض 1 مصتاعداه وفعلقطاه مه رعلقطن معلقا ۵۶ اممصتلع5 
,3832-45 6(۰) 72 

2 ,2005 وگ بله2ک 224 .رفظ ی هطقن ورظ ماتعاتاهل بظ مت۱۷0۲18 ما وگ مفط2ظ ور 010-12091[ 
م0و5 3007005 لحتاجوع فطل ۵۶ ممتعهص آمتمامهها مامصصمم قازمع10ماونوص . ب«متنقصر. ما 00ا0عط1- 120۳001۲۵۵۵۵۵6 
167-۰ ,7 ,8۵ 1/:0۰00:0/0 .06011 

۵ 200 ,بآ و01102100 و.۷۲ وال۳0 وگ ,۷020160 ویک ولا0220] وگ وق۲0۱۱08 .۷ رما صهل ص۷2 ر.ظ.1 وته60 ۷۷ .1.۷۲ متلاهفک 
5 ۳0۲ مصرت-ا۵ع۲ ۵۲ باه ممزاه۷۵۱10 عقیامحما مج ما طمهمتمه2 عقابالمصهر فط گم ممتاهتانجند ,2011 .6 ,۲606 ظع0 


۱۱۴ نشربه پژوهشهای علوم و صنابع غذایی ابران. جلد ۰۱۳ شمارها. فروردین- اردببهشت ۱۳۹۶ 


٩۵۵۱۱۵0 0۱۱ ۵‏ رتامه هدط) زونه تمه ه ۷۵۲۵0 ۵۶ ممتاهمتصماه منامتجمعو . 0صمممتاهعاع فا 10۲ 
6954-6۰ ,77 رووها1۱/۵01:0 

15-۰ ,2 ,1۵۷7167۷ ۱۷۱۵۲۵۵۱0۱0۵ اممنصتان نامع منطمزتمطمو مهصله‌با0 ۷۵۲۵0۲۵۲۵0۲0 رما 160610 ,1989 ,۷۸ تفگ 

۲ ۳۵ )۷۲۵1 ,2005 ریگ ومامصطه هک 24 .1 راومه ریک رقاتطوم(12 و.ل۷ مها ول متطدم۲۱۵/1 یک م۷2821 152 
ر0165صصهک )2عصظ ها 157:۳۲7 منم هرهمزم‌طمو0مرهومممعم)بهمهمهه ه01افن ر.ممرکقاآممرمصصاحگزه ممتامعاع0 فیامعصهاانباطزه 
351-۰ ,68 ۳۴۳۵۱۵۵0 0۵۳۵۵۵ ۱۳۱۱۵ ول 

2 ,6011 ۴۱5۵۲۵۲10۲12 ۵۲ ۳۵ ها ممتاممام0 دنامعصهاانص 2006 واگ م20 ۲,۱۷۲,2۵0 وتقعان و.؟ رقعلعه 1 و.لصصلک 
۵ 0۴ 09۳۱۱۵ ۲۱/۵۳۱۱۵۸۵0۳۸۵ .صتقع ۱۷۲۵2۲ 60اهآناهمص1 باامتم‌تتايه ما حصیاتسصتطامنط م11مممصاهه مه فعمع220۳80۵0۲۵8۵ 
21-۰ و(111)1 ,وو1۸۵00:01 

,۲۱۰2005 ۷ ۳۵۲۱ وک ت۲2 یک۷۷ تال ,1 ملظ ر1۱۷ نک بن۲۱ 5۵0 و۲ ل لا یک ۷۷ 26ظ رل 7۵۵ م9 حصنک رل نک 
2)108صتصصعاع تهلنامعامصطر مه 05مطامجه ممتامعاع0 اصمتعن) مصلو 0157:۳17 نامه هنطمتیمطهوظ ۵۶ طمتههتتاهع10 20 
6)1(:7-۰ .6۵0۱66 ۵۴۱۷۵۱۵۱۵ ۸۳۲۱۰0۵۵۵۲۱۵ جرج ۳۴ مامت آبادط 

قاممصهاا بای رم پرمووج 0( مام) ایام ۸ ,2014 .9۰۲۳۷ رتمط 20 .9.۳۲ ما .لیا عطق ویکلنو بتان) ولا یک م70 ولا ,160 
عاونا ووری هاامممصلهه. رفنهلارآمص‌مطهتهم . م۷1۵0 روناه‌هم . فطلتموظ . ر/157:۳۲ نامه هتطم‌تعطوظ ۵ ممتاهع‌اع 
«(11)7 ,۱۱۱56۵56 4ص قمع ما۳۵ ۲00000776 ,1000 ۲620-10-621 جوهعمک ما فیاه‌عباه کنامع0ع۵وطامرهاه هه ر5ع1220۳800۲۵8۵6 
4 ,27 

فص 101 رمووج کل( مان ناه آمب0مظ هم ۵ کصمجرمم12۵۷۵ ,2012 ویله )6 وین) ملق ویک و12 و۷۷ تالا ون و2208 وک ما21 و.ظ ونان 
87-۰ و27 ,00۳7۳۵1 ۲۵۵۵ ...۴۲۵۲۱۲1015 4ص حصاتسدتطونها ممزتمامه ه1امممصصاهه ۵۶ ممته100911116 

2 7۵۵ 100۲حاتطصا نامه مم‌عممتحصرعهام 0۶ 3-1711 مطا رز عممرمبامعو طمر ناخ مه .1999 .1 )دام مخ ,رمصع1۱. ر.ط رتعتناع]۱۷ 
,6560۲ ۸685 ۸۷۸۵۱۵۱6 ,۲ دع۱ماه ۶۵۶ وازد عصته‌صاها 2 فع۵۲10زم مه رمع هه ۵2 وع)مصهمتم هه (۳۸1-2) 
7 ,27 ۷۵۱ ,1999 

م0 عیامعصع) 1 باصصلی عط 10 فعطم‌همتم‌مره کل رمامتان۷ ,2008 را ررهطلمممص ان مه نک رلهمنا ریخ ولادوطلدممط‌لن ۱۷۲ 
68 ,۱۸۵۲/۱005 0۳1۸۱۵۵۷۵10۵6۵ 0۱۱۵ .20800۲۵۵6۵65 115]6112 24 6۵110157:۳17 هطمزمط0وظ :قصمعمطاهم قبط ۵۶ 
193-0۰ 

6 ۵8۵0۱201۱ ۷ .2014 ره ,۱۷۲2422 وبلط متصتنا۷ و ت۵2 ولا ملعق121 واگ و121 وبا مطتکم بیظ متصامان۱۷ 
285-0 و61 ۷۵۱۰ موه آمع۱۷۵ ۵۴ ۱۵ ول :71 ۱۱۵065۰ عصاا تصر- اطع 1 ۱۲۷۵ عملونا مدرگ ممتاممل ٩۱۵‏ 

ق000۵ وهای و.وورک قالمممصطلهه ر0۵157:۳17 امه هنطمنهطمو۴ ۵۶ حمتامماعنا ,2006 ریت۷۰ منک 2۳00 ویگان9 رما .۷.۹ ات۳۲2 
09۳۵ 12 .رکانجه) حمنامجع: صتقطه هعهتعصصرامم امنهر رها ناتک ما ومصع1320800)۵8۵ 0112و صرح فیاعتناه 
92-۰ :(44)1 زا۸۸۵0 

۰ 0۱۵۹ بآ .0 200 ولا رکوتا :5 رملطم01006 ب) مطقلهن .۲ .ل ۱۷۲0۲۷ .9 وتان ) 5 رقل0120) و12 ۵ .9 ویک ملق 
٩۵01۶10 0‏ 2 25 طم۲620]1 مق م6وهتمعصرامم توحاصتتتطم راهم ممحصلهو ۵۶ عمصمبا560 عصمم 1.۷۸ جع 0۶ ماه نامه 
271-۰ ,6 ,۳۲۵۵6۹ 0۵11 ۸۵0۱6۵۱۵12۲ رقااعطمصصلهگ که 06160010 ۵۴ 

ممصا تاه که ممتامعاه(1 ,2007 و.ظ.8 مطللنطاتوظ مج ,۵۱۲ متقطهه وید امامت فده .5.۷ ۱۷۲211 رظان ۴۵0۵1 
و113 ,۱۷6۰۵۵۱۵108 ۵۴۳۵0۵0 ۵ ول .ععوهه کتاتاوهحط مصتوح حم 18012160 ومه۵۵ ۴0۵۴800۲۵ 15۲۵1۲12 طا وعصممع 2980012100 
201-7۰ 

۵2 ۶ 000600107 قناممصم)انامطل ر2013 وله ا۵ ویک ۷ متطلک بالگ 0ص یط و2اکه۷ 9۱ .۷۲ ۷۵۵ وگ م۳2 و.گ بنا؟1 
,659-4 و(32)2 00۳0۵0 ۲۵00 یکل۳ ۳۵16 هلوت 10005 0۴۵689960 13262 حطر0 19012160 5ع5601 

6010125 ۲2011196 ۵۶ ماع مط تم پرحتيج انا ممه ۳ همام0 ۱۷۲۵ ,2013 وال وتا 20 ,1.۷۲ وف ویکلیطها و.ط.9 م1020 
عمممن ۷1 مصتاهع 121 500۰ ماامممصصلهه مه ,157/:۳۳7 6۵۱0۵ هتط)زیعطموظ روه‌مهعم)برهمع0هظ هرهاکنن رقتاه‌تسته فیاععمعم1وطمع]٩؛‏ 
725-۰ :(63)2 ,رعهاها09 ۵1۸۵ ک۸۱۸۵/۵ .ععجعع ۲۵۱۵060 

147-۰ ,80 ۲۷۵۸۵۰۹۵۱۱۵۵۵۵ نادمه .قلعت فصح عایامصمما- ماج ساجمنا ۵۶ وقییم؟ .2006 وب و1028 

60 0۲۱0012ظ0و یتمه ه۱1مممصصلهه ۵۶ ممتامعاع0 ویاممصهآباحطلو را 201 وم م2619 2.200 رعط2ظ2 وب رعظه/۲۷۷ 
۰ -503 ,173 ماع ۱۷۵0۵۱۱6۵ یخلت ماما اباده ۶100 وتمتهلاژهون عهصلفنا ععمه‌ع20800/]0 15611۸[ 


هل 1۲6962۲۵ 


2 رز 1 ۳ 0 8 معصمنع ۳۲۵۵0 ۲۲۳۲۵8۵۲۵8 
نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران 1 ۱ 
جلد ۱۳ شماره ۱ فروردین-اردیبهشت ۱۳۹۶ ص. ۱۰۵-۱۱۶‏ 4ص .۰۰ 105-116 .0 ,2017 ۱۱۵ ,ن۵ ب1 ,۱0 ,13 ۷۵ 


0 20۱۵ 00) و۵ امه ۵ ما06 کا0۷۱]۵2860۵ 00 
٩۴0۰ ۲‏ ۵/۶۸0۲ 200 0157:۴۳17 607 16۱6۳۱6۱۱0 11101۱06709261۱6 
65 6 ۲6۵0۲-۲0-22 ۱۳ ۳ ۱۷۲۷۱6۱۵۱۵۲ 


تمه و مص میب ۷۱ ره تمه بطم ۷۲۰ رتطا0 مر طدزم1 .5 


160661۷7001: 1 
۸6600160: 3 


اصعصصهم‌م‌مصمدط ما عف2عرعص1 مطا ملمرکع۲۳ حعزطاممر )معط منامابام ت0زقهه 2 هعه دصهومطاهم ممیمط۳۵۵0 تصمت)ام0۳0۵0۲ظ1۱ 


۲۵6۵ صا 1۲۵2800 تراعیامتاصتاجمن حموها فقظ قمفهم موز ۵۶1۵00 تهطامصنه فص ونراع/۹2 1000 صا ادوعتعتاصا تمصصننافجمی 220 
عاقاکتاانط 2 ,2011 صا لصه 6معباظ صاً ۲0۵0۲60 ۷۵۲۵ وهقهم ولوماآمممصلهه معصصبیط ر2010 صا عامطصقه ۲۵۲ . ,وظ۵ع۱۷ 
ناه کهعوهر0 ۱۱۵۱۱0 ۲5۲۵۳۱۵ 5)200)انبهط عم ت12 ج موه مه ۵60۵16 8 21160160 علههتهتان ۵157:۳۲7 :۲۶.6۵1 1۵00008 
6 1000 طا تمعن ۵ م10ا06060 10۲ 05‌مطاممهر معبطلنه لقممتا1:20 .عطلمع 29 مه فممتامعکصا 146 0عفناهم 
1 276 معط روم‌وهع0۱8 مه ممنامصتمصهاومه مصمطا1۵00 ۵۶ امهورصا متصمجورمعظ ما منان بعصتصصاعجمی مصصتا 0صج فیام120011 
م1062 مج ممتاهع‌اع مهع‌مطاهم عاهسهمه مه ۲2۵10 10۲ ومطاممه ۷۵ تازقصهو تمه 00۷610 1۵ فاتملله 
۲ 2 ۱0/6۵جهه حرعع 2۷6 ط1102610ذام‌جصرح هلنا 2960 خزظ قه طمناه فعبامتصطمع) تملبهعامصه رامع .و1۵00 
10۳/66 رولورلفصه ۵۶ مصت مصنصه)تمطه که طمیای رول‌مطاممه همنومامزمامتهنص امم1قوهاه عطا تعبن فممهاصهب20 ٩0۷6۲21‏ 
هامت انامه 0عویا ۱۷۵ باه ونط ما ,مت)مصم‌انته عم تملاصهامم هصق مه اتمتلمعمو مصلفههتم1 رکاتحصنا ممتاهعاع 
ر60 .1 4طه 17101۵0۱09۵65 م .۹0۵ 6۵/۱۵۳۱۵]۵) قصهعمط/2 معط عطا که ممتامعع0 کیامعصه) لته معط 101 رحصه‌اورره 

۰ ۱2)۵0باهمط1 رالمتمتا تج ما (0۵157:۳17 


صیاتسصتطام۲۱۱. تهبمنوعو . همتامه. 112مممصطاه. ,یرنه وقطا ها 0عویا. فصتعه لمتتع)2ظ :009ظ)عصه مصه واهزنم)۱۷۸ 

7 ۲۱۱/۵0628 1 20 ۷۷۵۲۵ ۲0۲012900 0157:۳17 6۵11 .۲ 2008 ۳۲0/1298 وممم00900۲۵۵ 0۲12تاو1 ,۳1001709 
0 ۷/۵۲۵ (أصلته 1000000 6۵ 1) تصلیت 106 6۵ 100 رم فصتقاه ۵ عممتابتانل آمتعو فص 4صنه 37*0 24 طامترظ 
5 ما ر20لتعه 10 .عصصفتع 0.2 + 5 0۶ وعمع1 مفصاً بت ۷/۵۲۵ قعآم‌جصده عنام ۵/1(۰ 0.85) مصتلقه عمط فصتفنا 
6 معصم1 مصترمادل هن ماقمتصای مه تعهتم صا صرح صنصدر 15 عم متام ماترماط0موموظ صیاتمق م3 صد اون 
20621 تج 2 ۶۵۲ ماملیاومنطا مصیاتلمو 1۶۵ ۵۶ دوم محمو هصتصتفاههه عمت۳/2 035011160 قلتتعاد مه 760مصظر وعامحصرهه 
جمحه هم زیر 100 وممبتاله 0منص مط رم .رآماهتوممو قمبانتت 60ص نج متام قه متام من 0مهلنا۵مص1 ۱/۵۲۵ فصتعتاه 
۵ ی 100 صا ۲6-9۱25۵۵8060 ۱۷۵۲۵ 200۵۲12 0عبااه 1 ۰( 300 هام ص) ومتصاع وم ۱2060نا0مصا صتقای لهلمامهه 
لح مه صتجاه اهتیعامه0 مه هم محرمتو ۳/۵5 ممنامجتانه خن ,ممتامجتنه هلانا رما 0عونا مه مصتلمی م2۵1۲ 
فطل ,۵157:۳17 نام .ظ 10۲ (ععن۲0۵0 0157 مععتاصه) عصمع ۲0 عطا ۷۷۵۲۵ قعصهع ]ع272] ۰1۳6 ,1600۲۸6 ما مملاماناهمط1 تعل2 
عمصم ی عطا ۵۶ 200۷20۲ امطمتا5۵۲1۵ه2) مصعع هشیم معط همه .مود 11مممحصاهه عم رخ متعامم ممتفهبط) عصعع 1۳۷۸ 
متاعصمع ماماهتاه۴ هه ٩۵60186‏ )دمص مطا که 60وب جععها هط عبعط 561060ع0 فعصعع مظ1. .ععمهعمانن0م08ه م ط10 (1۵00۲ 
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۰ مه و۷2 ممتاردممصصمم دتم تمتاف۱۷]2 بلبر 25 ۵۶ مصصیتاه۷ لمصت 2 1 0محتمگتوه ۱۷۵۲۵ فممتا۲۵2 ۲1۴ ۱۷۲۵۵۵۵۱۵ 
۴ زا 0.4 ,۳0۳۷ 10 ۲]۳5 جلی 0.2 پلیز/۱7 5 عووعمجصوان۳ هلرنا 120 لیر 2.5 ,2510/1 ۷۵012 چلیز 2.5 رک10 ععلنه کلن۳ 
فممتانصم همین تقصعط1.. بلیر 15.4 وتها2/ 1160ون صرح بر 2 بعت2امجصع) وج 1۱۸ 0عامده لیر 1 رامحصم 10 وتمحتمر 
عصللمعصصه ر305 107 940 ۵۲ ممتادسامصمل ۵۶ ممتادزووهه ومزمه 35 صتصصد 107 940 اج ط0هتنمصم0عتم :و10110 و2 ع۱۷۵۲ 
کص۵00ع۲ خر رما۱۷۲۵1۵۵ بصتعط 7 عم 72*6 2۲ م10اههمماه لمصت مه :609 10۲ 72*0 2۲ متعمعنه 220 309 10۲ 55*0 2 
عتمامهه! وه فصهومطاد عععطا رم هلان ماهتا تقاما ۵۶ ابر 4 عصلون 25 ۵۶ مصباه لقص هط 0مصتمت۵ه ۱۷۷۵۲۵ 
5 ,0۷ 25 ۷۲۵2012 ابر 2.5 ,1026 تناها کن۳ :وسملام قه مه مماندممرجوم رتص م‌اکه۷ .(متتعامهه معط ۵۶ مس‌دتص) 
ابر 1 پ/۳-ع 220 ابر 0.8 ب/۳- 9۸۵ لیر 1 پک/۲2-۳ ای 1 ,۱09 0۳۲۲۳5 پیز 0.5 پایب/5۲ مفهمممرام۳ 1۳۲۸ م12 بان 
۰ وه ۷۷۵۲۵ فومتا نوم تمامنن لقصمط]. بایر وق هه 015111160 قمع (امصصرور 10 قه۸ تمزی طمهع ۵ ممتهتاجوع‌همع) 
5 10۲ 57*0 21 عط1معصصه ر305 10۴ 94۹0 24 ممتامتیاقصعل ۵1 ممتاونفومه ومآمرن 35 بصتصط 3 101 94*0 )۵ طمتامتمصعلع۳ج 
لمع ۷1۵ ۷۱9۱۷۵۱۱260 ۷۵۲۵ مهتم ۳ صتعه 10 ۶۵۲ 72*6 2۲ ممتامم‌هماه تفص مه 905 107 72*0 26 ظ10کصهته 2۳20 
۰ 2827096 1۶۵ ط1 رقلوهتممنمتامع(ه 


۱۷۵9 ۳۵۲00۷۷۹۲ روعم‌صمزمو ۵۴ انامه ربرعماماظ ۵۶ احمحنهم۱۵ رتم0وعع0۳۵1 کصهادتوف۸ 20 )ممبتاو ۷/50 - 2 200 2 
۰ ,۱۷۲25۳0120 ۷2802 
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۱۱۶ نشربه پژوهشهای علوم و صنابع غذایی ابران. جلد ۰۱۳ شمارها. فروردین- اردببهشت ۱۳۹۶ 


تایه ۵۶ 20عاوصا 0مطاعص ۲2۵10 ۵۶ وبا مطا مرم ۱/26 ۴/۵۲۱ فطل ۵۶ کیاهم؟ صتقددر فظ1۳. مصمتووین ‌عظ م0صد و6لناوع1 
-۲6۵0 10۲ ۵001 ج که ۵0یا ۷۷28 ومبصام1 .۷6۵۵/۵01۵9 ۲۵۵0-۱۵-62 رم قصهع‌مطاهم مصمطال1۵۵ ۵۶ منامام 10۲ وم‌مهاه 
۰ ۱ 200 .500 5۵/۱۵۲۱۵]۵ ,۵157:۳17 6۵1 .۲۶ ۷۷1 1900012060 4صح دماماهاه۷۵۵ ]10-02 

۶ )نصا 0660110 ۵ 0۴0۷1060 )۲۵5 عظ) صرح عمیاع1 رم مزتمامهه ۵۶ ممتایتاه مه ممصرمهم قهبه کر مام۱۷۲۵۱۱ 
۵ 0200020016 مم100000 معط ۶۵۴ م1 1 

۵۵۵۵ ۷۷10۸ 01مطاعصط ]کنامام۲ ه ۵۴ مهو عطا 2110760 مملاج2تصصتانن کل( اه امزا۱بنهه صرق 56160۲10 تمحصتیم مر 
عص ۶ وعمص‌فناطام؟ همه ای تالفمعه م1 موی 1000 ۵ام‌جصمع چ هم 60وعا م۱۵ )ویرک کل عرعامرتال 2 6۵ قامامتهمعههع 
0 00ط0عد واماه)تباه 2 16 ملق رتتاقصظ ۵00 امومع ه وم ۱۷۵۱۱ منوج ما اتانصاج فز از تمطام‌هه ۳۲0۵0۵05۵0 2۵)۲۵0 
2۰ 1000 طا عصمع‌مطاه آموته) مطا گه ممتامع060 مطا 40۶ وعزت1200:2/0 امتاجمی صا 0عاصمصصهآم‌مصنا وه 
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